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pH-sensitives Polymer 

die Erfindung betrifft ein pH-sensitives Polymer mit cytotoxischen bzw. ' 
membranolytischen Eigenschaften bei pH-Werten unterhalb von pH 6,5, das als 
Trager fur natCirliche oder synthetische Biomolekule oder pharmazeutische 
Wirkstoffe verwendet werden kann. 

Stand der Techriik 

Auf Stimuli reagierende Poiymere haben In den tetzten Jahren an Bedeutung 
gewonnen. Entsprechende Poiymere entfalten veranderte Eigenschaften nach 
Elnwirkung eines chemischen oder physlkalischen Elnflusses wie z. B., urn nur 
einige zu nennen Temperatur, Ldsungsmittel oder pH-Wert. PH-sensKive 
Poiymere sind dabei von besonderem Interessa So konnen beispielsweise 
Carboxylgruppen-haltige Poiymere. die bei hohem pH-Wert hydrophile Coil- 
Strukturen ausbilden; bei niedrigen pH-Werten zu hydrophoben Globulin- 
Strukturen Qbergehen (siehe z, B. (1)). 

pH-sensitive Poiymere stehen im Zusammenhang mit der Verabreichung von 
Arzneistoffen im Bllckpunkt der Forschung. Viele physiologische und 
pathologists Vorgange wie Endocytose, Tumofwachstum und EntzOndungen 
gehen einher mit einem Wechsel der pH-Bedingungen. Beispiele von pH 
sensjtiven Polymeren, dfe im Zusammenhang mit der Verabreichung von 
Arzneistoffen erforscht werden, sind z. B. a-Alkyl-Acrylsaure, wie Poly(2- 
ethylacrylsaure) und Poly(Propyl-Acrylsaure) (siehe 2), Poly(amidoamine) 
(siehe 3, 4) und Poly(L-Lysin-iso-phthalamid) (siehe (5)). Die durch pH- 
Verschiebungen hervorgerufenen Konfomiationsanderungen beeinflussen die 
VVechselwirkungen von Polymer und Zellmembranen dahingehend, dali es zu 
Destabilislerung und Auflosung kommen kann. pH-sensit»ve Poiymere konnen 
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als Transportmittel fdr eine Vielzahl natQrlicher Oder synthettebher BiomolekCile 
. elpgesetzt werden. Sie konnen mit Lipiden (siehe 8, 7, 8, 14). Proteinen und 

Peptide** (siehe 9, 10), DANN (4, 11), Immunotoxinen (12), Antikorpem (13) ' 
. und/oderWIrkstoffen (3) komplexlert werden. 

Llste der obe n zitlerteri Literatur - 

1. M. Watanabe, Y. Kosaka, K. Sahui, N. Ogata, K Ogushl. and T, Yoden. On 
. the mechanism of polyelectrolyte-induced structural reorganization in thin 

molecular films. Macromolecules, 20: 454^456 (1987). , : 

2. N. Murthy, J.R. Rpbictiaud, D.A. Tirell, P.S. Stayton, and S. Hoffman, the. 
design and synthesis of polymers for eukaryotic membrane disruption. J. 
Controlled Release, 61: 137-143 (1999). 

3. R. Duncan, P. Ferruti, D. Sgouras, A Tuboku-Metzger, E. Rahiicci, and F. 
Blgnottl. A, polymer-triton X-100 conjugate capable of pH-dependant red 
blood cell lysis: A model system illustrating the possibility of drug delivery 
within acidic intracellular compartments. J. Drug Targeting, 2: 341-347 
(1994). 

4. S.C.W. Richardson, N.G. ' Pattrick, YK. Stella Man, P. Ferruti, and R. 
Duncan Poly(amodoamine)s as potential nonvlral. vectors: ability to form 
interpolyelectrolyte complexes and to mediate transfection in vitro. 
Biomacromolecules, in press (2001). ., '.. 

5. M.E. Eccleston, M. Kuiper, F;M. Gilchrist, and N.K.H. Slater. pH-responsive 
pseudo-peptides for cell membrane disruption. J. Controlled Release, 69: 
297-307(2000). 

6. T. Chen, L.S. Choii S. Einstein, M.A Klippenstein, P, Scherrer, and PR. 
Cullis. Protori-induced permeability and fusion of large unilamellar vesicles 
by covalently conjugated poly(2-ethylacrylalic acid). J. Liposome Res., 9: 
387-405(1999). 
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7, J.L Thomas and DA Tirrell. Polyelectrolyte-sensitized phospholipid 
vesicles. Ace. Chem.. Res., 25: 336-342 (19.92). 

8. X. Guo and F.C. Szoka Jr. Steric stabilization of fusogenic liposomes by a 
low-pH I sensitive peg-diortho esther-llpld conjugate. Bioconjugate Chem.. 12: 

291-300(2001). . \ , ■ 

9 CA. Lackey, n: Murthy, O.W. Press, D A Tirell, AS. Hoffman, and P.S, 
Stayton. Hemolytic activity of pH-responsive polymer-streptavidin 
b\oco^ug&tes'BioconjugateChem., 10: 401-405 (1999). 

10 V Bulmus. Z. Ding. C.J. Long, P.S. Stayton, and A.S. Hoffman. Site-specific 

• polymer-streptavidihe bioconjugate for pH-controlled binding and triggered . 
release of biotin. Bioconjugate Chem.., 1 1 : 78-83 (2000). 

1 1 P S Stayton, N. Murthy, C. Lackey, C. Cheung, R. To, O. Press, and A.S. 
Hoffman. Bioinsplred polymers designed to enhance intracellular delivery of 
biotherapautlcs. Proceed. Intern. Symp. Control. Re/. Bioact. Mater., 27: 
7330(2000). 

12 C A Lackey, N- Murthy, P.S. Stayton, OW. Press. A-S. Hoffman, and DA 

. Tirrell, . Enhancement of endosomal release and toxic activity of nan A 
chain by a pH-sensitive polymer. Proceed. Intern. Symp. Control. Re/. 
Bioact. Mater., 26: 815-816 (1999). 

13 C A Lackey, O.W. Press, A.S. Hoffman, and P.S. Stayton. pH-sensit.ve 
polymer-protein complexes for control of. Intracellular trafficking of 
biomolecular therapeutics: Polym. Mater. Sd. Eng., 84 (2001). 

14.KM Eum, K.H. Langley, and DA Tirrell. Quasi-elastic and electrophoretic 
light scattering studies of the reorganization of dioleoylphosphatidylcholine , 
vesicle membranes by poly(2-ethylacrylic acid). Macromolecules, 22: 2755, 
2760(1989). 

WO 97/09068 beschreibt interaktive molekulare. Konjugate. Es handelt sich 
insbesondere urn auf einen Stimulus reagierende Molekule, die die Fahigke* 
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./ wiederum die Binduhgsfahigkeit beeinflulit. Der Stimulus kann durch die 

Temperatur, einen pH-Wert, bestimmte lonen oder lonenstfcrken, ©[ektrische 
. Felder oder Ldsemitte! gegeben sein. 



Ein auf einen Stimulufe reagierendes MolekQi kann z. B. ein pH-sensltivee 
Polymer sein, das mit einem. an einen Liganden bindenden MolekOI, z. B. einem 
. Antigen, einem Antlkdrper oder einem pharmazeutjschen Wirkstoff, komblniert 
wird. Das molekulare Konjugat kann auf veranderte Umgebungsbedinguhgen 
reagieren, z. B. auf die Veranderung des pH-Wertes von Werten Gber pH 7,0 im 
Bereich extrazellularer KfirperflOssigkeiten, z. B. in der Blutbahn, auf Werte 
unterhalb von pH 6,5, der mit der Aufnahme in lebendeZellen, z. B. durch 
Endocytose einhergeht. "'.-.*.•' 

Allgemeih werden Polymer© basierend auf radikalisch polymeriserten Vinyl-Typ 
Monomeren mit Molekulargewichtert im Bereich von 1.000 bis 30.000 erwahnt 
Zur Koppelung von Proteinen oder Peptiden werden Polymere mit reaktiven 
Sertengruppeh, z. B. -OH, -COOH oder bevoizugt -NH2, angeregt 

(Methjacrylat-Copolymere aus Methacryisaure-Einheiten und Comonomere wie 
Ci- bis Ci 2 -Alkyl3stem der (Meth)acrylsaure sind-lrn Prinzip bekannt undfinden 
insbesondere Ahwendung als Obefzugs- und Bindemittel fOr Arzneiformen. 

Bekannt sind z. B. Copolymere aus 50 Gew.-% Methacrylsaure und 50 Gew.-% 
Methylmethacrylat (EUDRAGIT® L), aus 50 Gew.-% Methacrylsaure und 50 
Gew.-% Ethylacrylat (EUDRAGIT® L1 00-55), aus 30 Gew.-% Methacrylsaure 
und 70 Gew.-% Methylmethacryiat (EUDRAGIT® S). Die nandeiscibiichen 
Copolymere weisen Molekulargewicht im Bereich oberhalb von etwa 200.000 
g/mol auf. 
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US 2001 /00076G6 A1 beschreibt eine Zusammensetzung, die der Erhdhung . 
Transports oder des Freisetzens von Substanzen durch Zellmembranen, . 
Zwischen Zellen, Zellkompartlmeriten oder Lipidmembranen dient Die 
Zusammensetzung besteht aus einem M^lbran-Transport Agens, das unter • 
anderem eln pH-sensitives Polymer seln kann und physikaliscften Mitteln. die 
die Effektivitat des Membran-Transport Agens erhdhen, z. B. eine 
Ultraschallbehandlung. Als pH-sensttive.Polymere sindinsbesondere 
carboxylgruppenhaltige Polymere geeignet, z. B. solche mit einem Anteil von 
mehr 50% Monomerresten mit Carboxylgruppen. Kohkretwird z. B. eine Poly(2- 
Ethyl-Acrylsaure) mit einem mittleren Molekulargewicht von 62.000 genahnt. 
Weiterhin werden 50 : 50 Copolymere der Acrylsaiire mit Ethyl-, Propyl- und 
Butylacrylat beschrieben. Zur Hersteliung wird die Buikpolymerisation In 
Gegenwart eines AIBN-Initiators angegeben. Mblekulargewichtregler werden 
nicht envahnt. Da die Copolymere weietrhin durch Etherfallung gerelnigt 
werden, 1st von hohen Molekulargewlchten auszugehen.. Die Copoiymere 
lysieren bereits in geringen Konzentrationen von wenigen ug Erythrocyten bei 
pH 5,5 in hohem MaRe und bei pH 7,4 zumindest in geringerem Mafte* 

Aufgabe und Ldsung 

Das Einschleusen von BiomolekOlen oder pharmazeutischen VVirkstoffen in das 
Cytoplasma und von dort aus eventual) in den Zellkern auf dem Weg Ober 
Endosomen erfordert Membran zerstdrende Agenzien, die verhindern, daft die 
Stoffe in die Lysosonien ubergehen, wo sie chemisch abgebaut werden 
kfinnen. Daher sjnd Polymere von Interesse, die bei leicht sauren pH-Werten 
um pH 6,5 oder niedriger, wle sie in den Endosomen vorherrschen, zur 
Zerstdrung der Zellmembranen fuhren, aber bei physiologischen pH-Werten um 
pH 7,4. wle sie aulJerhalb der Zellen vorkommen nicht membranblytisch wirken. 
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Die Acrylsaure-Alkylacrylat-Copolymer© der US 2001/0007666 At haben den 
Nachteil, daS siebereits in extern geringen Konzentrationen Z ur einer Zelllyse 
fuhreh kennen. Dies macht sie kritisch in der'Dosierbarkeit Weiterhin besteht . 
der Nachteil. daft es auch bei P H 7,4 nocb zu eifier gewissen HSmolyse 

kommen kann, so dfcli die beschriebenen Copolymer insgesamt schwer 
kontrollierbar sind und falls sie in extrem geringen Mengen zur Anwendung 
kommen nurelnegeringeBeladbar^ ; 
pharmazeutischenWlrkstoffenerrndglichen. - 

,m Zusammenhang mjt der Entwicklung von Arznerformen, die ihre Wirkung 
spezmsch in bestimmten Zelltypen entfalten soiien, besteht daher ein werterer 
Bedarf an geeigneten po.ymeren TragermolekQien. Es soliten pH-sensi^e 
Poiymere entwlckelt werden, die lm Bereich von P H 7.0 Oder ie.cht daruber 
keine oder nur in hohen Konzentrationen cytotoxische Eigensohaften 
aulweisen. aber unterhaib von pH 6.5 bereits in geringer Konzentration in v,vo 
zelltoxisch, bzw. hamolytisch bzw. membranolytisch wirken. Die Poiymere 
so «enalsTrag*rmrnat^ 

pharmazeutlsche VWkstoffe geeignet sein, die auf den Weg Qberd,e. Aufnahme 
in Endosomen und deren anschlieBende pestabilisierung oder Lyse mtrazeiiular 
freigesetzt werden sollen. 

.nebesondere bei der parenteral Application von Substanzen 1st Weitemln daa 
Problem der Elimination zu berookslchtigen, urn erne Anreicharung im 
mensohlichen oder tlerischen Kdrper und damit toxlaehe Neber«irt<ungen zu 
vermeiden. ■. ■ 

Es somen daher pH-sensitive Poiymere bereitgestellt werden. die bei I . • . 
Konzentrationen im Bereich von z B : 20 bis 150 >pg gut dosierbar und gut 
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beladbar slnd gnd sich somit als Trager fdr natQrliche oder syrtthetisdhe 
BiomoiekQle Oder pharmazeutische Wirkstciffe eignen. Sie sollen in djesem 
Konzentrationsbereich bei pH Werten im Bereich urn 5^5 eine gut© 
h^molytische WIrkung zeigen, jedoch bei pH 7,4 nicht lysierend wirken. ' 
DarQberWnaus soli audi gegenOber Makrophageri-Zelltypen ©In© toxische odor 
henrtmende Wirkung gSgeben sein. Die Polymere sollen gut Qber die Nlere 
ausscheidbar sein und somit Insbesondere auch fQr parenterale Anweridungen 
geeignet sein. 

Die Aufgabe wird gelost durch ein 

PH-sensitives Polymer, das ein (Meth)acrylat-Copolymer aus . ■ 

20 bis 65 Gew.-% MethacrylsSure-Einheiten und . 

75 bis 35 Gew.-% EInfreiten von Ci- bis Cis-Alkylestern der 

(Meth)acrylsaure ist 8 

dadurch gefcennzeichnet, daB 

es ein Mblekulargewicht im Bereich von 1 .0Q0 bis 50.000 g/mol aufweist 

und in einer Konzehtration von 150 \*Qttt\\ im Cytotoxicitets-Test mit 
menschHchen rbten Blutzellen bei' pH 5,5 eine Hamolyse von mlndestens 60 % 
und bei pH 7,4 eine Himolyse von weniger ate 5 % bewirkt. 

Da Polymethacrylate - im Gegensatzzu anderen pharmazeutisch verwendeten 
Polymeren - nicht biologlsch abbaubar sind, muss die Ausscheidung durdh 
glomarulare Filtration Ober die Nlere erfolgen. Dieser Prozess ist Jedoch 
hinsichtlich des Molekulargewichts begrenzt Man nimmt eine ungefahre 
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Obergrenze for nierenganglge MolekOle von 50.000 g/mot (Dalton) an. ' 
Polyrnerisate mit messbaren Anteilen Qber der Obergrenze waren insbasondere . 
fOrdieparenterale Applikation ungeeignet Die erfiridungsgematten pH- 
sensitiven Poylmere sind daher insbesohdere auch far parenterale • 
Anwendungeh geeigoet, da sle gut Qber die Niece ausgeschieden werden 
konnen, Obeiraschenderweise zeigen Polymere mit erflndungsgemafien 
Molekulargewidhttei^^ ' • 

hohen Molekuiargewicht. 

r 

AusfUhrung der Erfindung 

i MBthtecrvla t-Copoivmere 
Die Erfindung betrifft ein 

i 

PH-sensHives Polymer, insbesondere mit membranolytischen bzw. 
zelltoxisqhen Eigenschaften bei pH-Werten urrterhalb von pH 6,5, das ein 
(Meth)acryIat-Copolymer aus 

20 bis 65 Gew.-% Mathacrylsaure-Einheiten und 

75 bis 35 Gew.-% Einheiten von Ci~ bis C 1B -AJkylestern der (Meth)acrylsaure 
ist, '• 

Ci- bis C, 8 -Aikylestern der (Meth)acrylsaure, insbesondere lineare oder 
verzweigte Ci- bis Ci 8 -Alkylestem der (Meth)acrylsaure, sind z, B.: . 

Methylacrylat, Ethylacrylat, Vinylacrylat, Propylacrylat, Butylacrylat, 
Hexylacrylat, Octylacrylat, Decylacrylat, Dodecylacrylat, Myristylacrylat, 
Laurylacrylat, Cetylacrylat, Stearylacrylat, Methylmethacrylat, Ethylmethacrylat, 



(G3 Nr: 132927 von NVS:FAXG3.I0.0201/0496151 184178 Sn NVS:PRINTER.0101/LEXMARK2450 (Seite 9 von 
urn 07.05.02 1 2:35 - Status: Server MRSDPAM02 (MRS 4.00) ubernahm Sendeauftrag 
•eff: 45 Seite(n) empfangen •■ . . 



>t.im un»on. r.M!jE«l,flBltlLUN(i . NR. 4591 • S. 10 

9 





Propylmethacrylat, Butylmethacrylat. Isobutylmethacrylat, Haxylmethacrylat, 2- 
Ethyl-hewl(metn)acrylat, Phehylemethacrylat, Octylmethacrylat, 

, Decylmethacrylat, Dodecylmethacrylat, Myristylmethacrylat, LaurylmethaoryJat, 1 

. Getylmethacrylat, Steaiylmethacrylat 

Die Esterkqmponenten konnen verzweigt Oder cycllsiert sain.. 

Bevorzugt sind die Ci- bis Ca-Alkylestern der Acryl- oder Methacrylsaure, 
insbesondere Methylmethacrylat, Ethylmethacrylat, Butylmethacrylat, 2- 
. Ethylhexylmethacrylat, Methylacrylat, Ethylacrylat .Butylacrylat und,2- 
Ethylhexyacrylat. 

In der Regel addieren. sich die genannten Anteile zu .1 00 Gew.-%. Es konnen 
jedoch zusatzlich, bhne daB dies zu einer Beeintrachtigung oder Veranderung 
der wesehtlichen Eigenschaften fuhren muB, geringe Mengen im Bereich von 0 
bis 10, -z, B. 0,1 bis 5 oder nicht mehr als 2,5 Gew.-% weiterer vinylisch 
copolymerisierbarer Monomere, die nicht zwingend (Meth)acrylate sein mQssen 
enthalten sein, z. B. Butylacrylat, Butylmethacrylat, Methylacrylat, 
Hydroxyethylmethacrylat, Hydroxyethylacrylat, Methacrylamid oder Styrol. 
Vernetzende Monomere sind in der Regel nicht enthalten. 

(Methtecrvlat^ qpnivmere-Varianten .' 
Fur die Zwecke der Erfindung geelgnet sind bevorzugt (Meth)acrylat- 
Copolymere aus: 

20 bis 60 insbesondere 35 bis 55 Gew.-% Methacrylsaure-EInhelten und 
60 bis 80, insbesondere 65 bis 45 Gew.-%. Methylmethacrylat -Elnhelten. 
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4« bis 60 Insbesondere 45JdIs 55,2. B. 50 Gew.-% Memacrylsaure. 
Einheiten und 60 bis 40, insbesondere 55 bis 45, z. B : 50 Gew.-% 
.Methyimethacrylat -Einheiten (TYP FUPRA;GtT®J=)- 

20bis 40 insbesondere 25 bis 35. z. B. 30 Gew.-% Methacrylsaure- 
Einheiten und 80 bis 60. insbesondere 65 bis 75, z. B. 70 Gew.-% 
Methylmethacrylat -Einheiten (Jyp gj IpRAQT® S). 

40 bis 60 Insbesondere 45 bis 55, z. B. 50 Gew.-% Methacrylsaure- 
Einheiten und 60 bis 40, insbesondere 55 bis 45. z. B. 50 Gew>% . 
Ethylacrylat -Einheiten (TVP F< IPF AG|T® L100-55). , 

40 bis 60 insbesondere 45 bis 55, Z. B. 50 Gew.-% lyiethacrylsaure- 
Einheiten und 60 bis 30, insbesondere 45 bis 35, z. B. 50 Gew.-% 

Ethylacrylat -Einheiten, sowie 2 bis 20 Gew.-% f z. B. 1 0 Gew.-% 
Butylmethacrylat H"YT F 1 in p ARIT ® L100-55_mft Butylmethacrylat). 

40 bis 60 insbesondere 45 bis 55, z. B. 50 Gew.-% Methacrylsaure- 
Einheiten und 60 bis 40. insbesondere 55 bis 45, z. B. 50 Gew.-% 
Ethylacrylat -Einheiten, sowie 0.1 bis 2 Gew.-% eines Ca- bis C 12 -Esters 
der Acryl- oder Methacrylsaure. bevorzugt Dodecylmethacrylat (Tyj? 
EUDRAGIT® L100-55 mit geringem Anteil eines langkettigen 
Alkylesters). Das Copolymers kann bevorzugt in Gegenwart von 5 bis 1 5 
Gew.-%Dodecylmercaptanoder2bis10Gew.-%2- . 
Ethylhexylthioglycolat hergestellt werden und variiert je nachdem in 
seinen Eigenschaften. 

■ 20 bis 40. insbesondere 25 bis 35. z. B. 30 Gew.-% Wethacrylsaure- 
Einheiten, 25 bis 45, insbesondere 30 bis 40, z. B. 35 Gew.-% 
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Methylmethacrylat-Einheiten, 25 bis 45, insbesondere 30bis 40, z. B. 
35 Gew -% P^yiarr^/iat-Pinh^ttftn (Jyp FiipRAGlT® mittlerem ( 

: Saureaehalt). , 

In dor Regel addierSn slch die genannten Anteile zu 1 00 Gew.-%. Es kCnnen 
Jedpch zusatztich, ohne daS dies zu eirier Beeintrachtigung Oder Veranderuhg 
der wesentlicnen Eigenschaften fdhreh muli, geringe Mengen im Berelch von 0 
bis 10, z: B. 0,1 bis 5 oder nlcht mehr als 2,5 Gew. 7 % weiterer vinylisch 
copolymerisierbarer Monomere, die nlcht zwingend (Meth)acrylate sein mfissen 
enthalten sein. Zu .nennen sind z. B. Butylacrylat, Butylmethacryiat, 
Methylacrylat, Hydroxyethylmethacrylat, Hydroxyethylacrylat, Methacrylamld 
oderStyrol. • 

. Molekularaewicht 

Das Molekulargewicht (Gewichtsmittel) des (Meth)acrylat-Copolyme'ren Hegt im 
Bereich von 1 :000 bis 50.000 g/mol, bevorzugt im Bereich von 10.000 bis .. 
40,000 g/mol, insbesondere im Bereich von 20.000 bis 30.000.. Das 
Molekulargewicht kann z. B. durch Viscosimetrie oder 

Gelauschlu&chromatographie (GPC) bestimmt warden. Viscosimetrische Werte 
(Grenzvlscositatszahl) kdnnen in Chloroform oder in DMF (Dimethylfbrmamid) 
(^^^ bei 23 °C bestimmt werden und sollen bevorzugt im Bereich von-1 0 bis-20, 

bevorzugt 11 bis 15 n BP ez/ 0 (cm 3 /g) Hegen. Viscositatszahlen konnen z. B. nach 
ISO 1628-6 gemessen werden. ..**'•. 

Hamol>/tische Wirkuno 

Ab einei" hamolyGschen Aktivitat (Hamolyse ) von 5 % spricht man von einer 
zelltoxischen Wirkung. Die hamolytische Aktivitat soil bei pH 7,4 wehiger als 5 
% betragen und bei pH 5,5 hoch sein und z. B. mindestens 30, mindestens 40, 
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mlhdestens 50 oder mindestens 60 % betragen. Es ist gOnstig, wenn dlese 
WIrkuhg be! gut dosierbaren Copolymer-Konzentratjonen von 20 bis 300 oder 
bevorzugt 50 bis 250; insbesondere von 100bis,200 ug Copolymer/ml bezbgen 
auf eine Erythrozyten-Konzehtration von 1 x 10 B RBC/ml erreicht wird. . 
Besonders bevorzugt sind Copolyrner-Kohzerrtrationen von 10 bis 150 Oder " 
bevorzugt 15 bis 1 1 0, insbesondere von 20 bis 80 ug Copolymer/ml. < 
Das (Meth)acrylat-Copolymere bewirkt in einer Konzentration von 150 ug/ml im 
Cytotoxicitats-Test m'rt mehschlicnen roten Blutzellen bei pH 5,5 eine .Hamolyse 
von mindestens 60 %, bevorzugt mindestens 80 % una* bei. pH 7,4 eine 
Hamolyse van weniger als 5 .%, bevorzugt von weniger ais 2,5, besonders 
bevorzugt von weniger als 1 %.. ( 

r 

Der Cytotoxicitats-Test niit mehschlichen roten Blutzellen (Erythrocyteh) kann in 
Anlehnung an die Methode von Murthy et al. ausgefuhrt werden N. Niurthy. J.R. 
Robichaud, D.A, Tirell, P.S. Stayton, and S. Hoffman; The design and synthesis 
of polymers for eukaryotlc membrane disruption. X Controlled Release, 61: 
137-143(1999). / 

Dabei werden aus frischem Blut gewbnnene mensbhliche rote Blutzelien (Red 
Blood Cell = RBC) durch Zentrifugation in Gegenwart von K3 EDTA separiert 
Die Zellen werden dabel fur 5 min bei 4 °C und 200 g sedimentiert und 
anschllefjend dreimalig durch erneute Zentrigation und Aufnahme in Pbosphat- 
gepufferte Saline (PBS-Puffer, 34 mM, pH 7,4, 0,9 % NaCI Gew.A/ol. (75 mM))) 
gewaschen. Die Zellzahl der resultlerenden Suspension kann mit einem 
HSmocytometer bestimrrit werderi. 

Der Hamoiyse-Test wlrd ausgefQhrt durch Zugabe der menschllchen roten 
Blutzellen (RBC) Im jeweiligen Medium zur elner Copolymer-Suspension bei 
einer Zellkonzentration von 1 x 10 B RBC/ml. Der Ansatz wird for 20 min bei 37 
*C inkubiert. 
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Zelltoxische W irkuna auf MakroohaoeivTyp Zellen 

... . ' ' ' • • r • ' ' *>•• .- 

-" . Im Gegensatz zu roien Blutzellen, be! denen die Zelllyse vermutlich , 
hauptsachlich durch eine Interaktiori der Copolymers mit der §utteren Zell- 
Membran erfolgt, kfirinen die Makrophagen-Zelltypen die Copolyinefe aktiv 
aufnehmen, so daft davon auszugehen ist, dafJ hier andere Wechselwirkungen 
eirie Zelllyse verursachen kdnnen. Da auch Makrophagen-Zelltypen zu den 
Zielzellen einer maglichen Therapie verschiedener Krankheiten geheren 
kdnnen, sihd solche (Meth)acrylat-Copolymere' beyorzugt, die auch im MtT- 
Test oder im LDH-Test (Laotose-Dehydrogenase-Test) mit dem Maus 
Makrophagen-Zelltyp J774A.1 (siehe Beispjel 5) bereits bei riledrigen 
Konzentrationen eine Zelllyse beziehungsweiseToxidtat zeigert. Die Zellllnle 
J774A. 1 ist z. B. bei offentlichen Stammsamm lung ATCC (America type 
Culture Collection, Manassas, VA 20108) unter der Nr. TIB-67 verfugbar 
(J774A.1 mouse cells; immortalized macrophage-like cells (not tumoral); siehe 
auch: Ralph P et al. Lysozyme synthesis by established human and murine 
histiocytic lymphoma cell lines. J. Exp. Med. 143: 1.528-1533, 1976 PubMed: 
76192838. 

MIT-Test (Inhiblerung von Zellen einer Makrophagen-Typ Zelliinie): 
Der colorimetrische Test weist lebende Zellen nadv die den gelben MTT- 
Farbstoff (MTT ? 3^4 ( 5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyl-tetrazolium-bromid) 
zu einem duhkelblauem Formazan-Produkt reduzleren. Der Test eignet sich 
zum Nachweis von Cytotoxitat, Zellproiiferation und Zellaktlvierung. Dienen 
(siehe z. B, T. Mosmann. Rapid colorimetric assay for cellular growth and 
survival: Application to proliferation and cytotoxicity assays, J. Immunol. Meth. 
65:55-63(1983)). 
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Anband freigewordeher LDH wird aiif deh Grad der Abtetung der Makrophagen- 
Zellen geschtossen (NC. Phillips, L Gagn§, N. ivanbff, G. Riveaa (1996) 
Vaccine ^4(9), 898-904. Der Lactose-Dehydrogenase-Test zur messuhg der . 
freigeworderien© LDH (siehe P.G. Cabaud and F. Wcoblevyski in Am J CKn 
Pathol (1958) 30, 234-236) kann mit handelsublichen Test-Kits z. B.SIgma Kit \ 
(procedure no ? 500) ausgefuhrt werden. 

Bevorzugt sind daher (Meth)ac^fat-Copoiymere, die bei einer Konzentration im 
Bereich von 0,03125 mg / ml im MTT-Test mit dem Makrophagen-Zelltyp 
J774A.1 (ATCC TIB-67) einen Wert von hdchstens 50 %, bevorzugt hochstens 
40 % bezogen auf eine 1 00 % Oberlebensrate. im Kbntrollversuch bewirken: 

Bevorzugt sind daher (Meth)acrylat-Copolymere, die bel einer Konzentration im 
Bereich von 0,03125 mg / ml im LDH-Test mit dem Makrophagen-Zelltyp 
J774A.1 (ATCC TIB-67) einen Wert von mindestens. 20 %, bevorzugt 
mindestens 35 % bezogen auf 100 % Zelllyse (Toxicitat) im Kontrpllyersuch 
bewirken. 



Herstelluna der pH-sensitiven Polvmer e bzw. (Methtecrvlat-CoDotvmere 

x$^^^ '■' Die pH-sensitiyen Polymere werden durch radikalische Polymerisation der 
Monomeren in Gegenwart von Polymerisationsinitiatoren und 
Molekulargewichtsreglem mlttels Block-, Perl- oder Emulsionspolymerisatlon, 
und Austragen des Polymerisats dargestellt. Ais weitere Herstellungsverfahren 
alnd grundsatzlich auch .Group Transfer Polymerization' (GTP) pder .Atom 
Transfer Radical Polymerization' (ATRP) geeignet (siehe z. B. Matyjaszewski, 
. ' K et al., Chem. Rev. 2001, 101, 2921-2990). Die resultierenden 

Polymerstrukturen sind statistische Copolymete oder Blockcopolyitiere, 
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, Bevorzugt ist die Emulslogspoiymerlsation in Gegenwart von 2 bis 15 Gew.-% 
.'. Molekulargewichtsreglern, einem Emulgatorahteil im Bereich von 6,1 bis 2 
GeWv-%, einer Polymeriektioninitiatormenge im Bereich von 0,02 bis 0,4 Gew.- 
% und bei Temparaturen von 65 bis 90 °C r Bevorzugt 1st ein Emulgatorgemisch, 
bevorzugt aus Natriumlaurylsulfat. z, B. 0.1 bis 0,5 Gew.-%, und 
Polyoxyehtylen-20-Sorbitanmpnooleat, z. B. 0,4 bis 1.5 Gew.-%. Ais Initiatdren 
sind Insbesondere NatriumperoXodisulfat oder Amrnoriiumperoxodisulfat 
C j ^^ k geeignet. Man ikann auf diese Weise z. B. eine Dispersion mlt 20 bis 40 Gew.-«/o 

Feststoffgehait herstellen und das Copolymer durch SprOhtrocknung. oder durch 
Coagulation und Abpresseh des Wasser In einem Extruder gewinnen. 
<, Anschlie&end wird das Polymerisat bevorzugt in einem organischen tosemittel 
' geiast, durch mehrfache Dialysegegen Wasser gereinigt und bevorzugt 
gefriergetrocknet. * ... 

Belspielhaft fur Polymerisationsinittatoren seien genannt: Azoverbindungeri wie. 
.2,2'-A20bis-(isobutyronitril) oder 2,2'nAzobis(2,4-dimethylvateronitril), Redox- 
Systeme, wie beispielsweise die Kombinatiori von tertiaren Arhinen mit 
Peroxiden oder bevorzugt Peroxide (vgl. hierzu beispielsweise H. Rauch- 
Puntigam, Th. Vdlker, "Acryl- und Methacrylverbindungen", Springer, 
Heidelberg, 1 967 oder Kirk-Othmer, Encyclopedia of Chemical Technology, 
• £§; 1 ^^ Vol. 1 , Seiten 386ff, J. Wiley, New York, 1 978). Beispiele geeigneter Peroxid- 

Polymerisationsinitiatoren sind Dilauroylperoxid, tert.-Butylperoctoat, tert.- 
Butylperisononanoat, Dicyclohexylperoxidicarbonat, Dlbenzoylperoxld oder 2,2- 
Bis-<tert. -butylperoxy )-butan. 

Man kann auch bevorzugt die Polymerisation mit einem Gemlsch verscbiedener 
Poiymerisationsinitiatoren unterschiedllcher Halbweirtzelt durchfuhren, 
beispielsweise Dilauroylperoxid und 2,5-Bis-(tert.-butylpero)(y)-bwtan l um den 
Radikalstrom im Verlauf der Polymerisation sowie bei verschiedenen 
Polymerisationstemperaturen konstant zu halten. Die eingesetzten Mehgen an 
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Polymerisationsinitiator liegen im allgemeineh bet 0,01 bis hochstens 1 Gew.-% 
bezogen auf das MonomereiTgemisch. . 

Die Efnsteilung der Molekulargewichte der Copolymerisate (CP) erfolgt durch 
Polymerisation des Monomj&rengemisches in Gegenwart yon 
Molekulergewichtsreglern, wie insbesondere von den dafur bekannte/J '.. 
Mercaptanen. wie beisplelsweise n-Butylmercaptan, n-Dodecylmercaptan, 2- 
Mercaptoethanol Oder 2-Ethylhexylthioglycolat, wobei die 
Molekulargewichtsregler im allgemeinen in Mengen von 0,06 bis 1 5 Gew.-% 
bezogen auf das Monomerengemisch, bevorzugt in Mengen von 0,1 bis 1 0 
Gew.-% und besonders bevorzugt in Mengen von 2 bis 12 Gew.-% auf das 
Monomerengemisch eingesetzt werden (vgl. beispielsweise H. Rauch- 
PuntigarTi, Th, Vdlker, "Acryl- und Methacrylverbindungen", Springer, 
Heidelberg, 1967; Houben-Weyl, Methoden der organlschen Chemie, 
Bd. XlV/1, Seite 66, Geprg Thieme, Heidelberg, 1961 oder Kirk-Othmer, 
Encyclopedia of Chemical Technology, Vol. 1, Seiten 2961T; J. Wiley, New York, 
1978). Bevorzugt wird als Molekulargewichtsregler n-Dodecylmercaptan oder 2- 
Ethylhexylthidglycolat eingesetzt. Ethylhexylthioglycolat bietet den Vorteil, dali 
die Hydrophobizitat des (Meth)acryiat-Copolymeren be^influSt werden kann, da 
der Regler endstandig iris MolekOI eingeht 5 bis 15 Gew.-% Dodecylmercaptan 
oder 2 bis 10 Gew.-% 2-Ethylhexylthioglycolat sind bevorzugte Einsatzmengen. 



Koniuaate , 

Das pH-sensitivp Polymer kann bestimmungsgemaB als konjugat mit einem 
pharmazeuti8ch wirksamen natQrlichen oder synthetischen BiomolekQI oder 
einem pharmazeutische Wirkstoff vorllegen. Das Konjugat kann reversibel oder 
irreversibel kovalent durch chemische BrGckenbindung oder nebenvalent Ober 
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Van der Waals-Krafte; ionlschs Bindungen, hydrophobe BIndung hergestellt 
' seln. • . ' . • 

Verwendunoen '.. 

Die pH-sensitiyen Polymere. kdnnen gls Trager fur natOrliche Oder synthetteehe 
Biomolekoi© oder pharmazeutische Wlrkstoffe verwendet werden, die aitf.deh 
Weg Qber die Aufnahme in Endosomen und deren anschliefSende 
f Destabilisierung Oder Lyse intrazellular freigesetzt werden sollen. 

Die phLsensitiven Polymere kflnnen zur Kompiexierung bzw. als Konjugate mlt 
Lipiden, Proteinen; Peptideh, Nukleins£uren (DNA und RNA), insbesondere 
OKgonuWeotiden, Antisense-DNA oder Antisense-RNA, Piasmid-DNA, 
Nukleotfden, Hormonen, Toxinen, Imrnunotoxinen,. Aritik6rpern oder 
Fragmenten davon oder pharmazeutischen Wirkstoffen verwendet werden. Die 
Kompiexierung bzw> Konjugat-Bindung kann reverslbel Oder trreversibel 
kovalent durch chemische BrQckenbindung oder nebenvalent Qber Van der 
Waals-Krafte, ionische Bindungen, hydrophobe Bindung geschehen. Der 
erhaltene Kompiexe kann als- wirksamer Bestandteil zur Hersteilung einer 
Arzneiform, insbesondere einer dermalen, transderrnalen, parenteralen, 
nasalen, pulmonalen, vaginalen oder oralen Arzneiform verwendet werden. 




Die pH-sensitlven Polymere bzw. die Konjugate KSnnen gegebenenfalls 
Bestandteil von Mirkopartikeln, Nanopartikeln, Liposomes Emulsionen 
und/oder Lipidvisikeln sein. 

Die genannte Verwendung kann bevorzugt ate Trager fur pharmazeutische 
Wlrkstoffe aus den Wirkstoffklassen der Analgetika, Antiallergika, 
Antlrheumatika, Antibiotika, Antiinfektlva, Antiparkinsonmlttel, Antipsoriatika, 
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. Antltumormittei, Dermatika, Gichtrrtlttel, Immunregulatoren, Magen-Darmmlttel, 
neuroirope Mlttel, Ophtalmika.Zytostatika erfolgea.* 

M^gliche Krankheiten: 

Krebs, Inflektionen (einschlieBIich HIV), Herz-Kreislauferkrankungen (z. B. 
Arteriosklerose), Arthritis, neurodegenerative Erkrankungen (Parkinson, Multiply 
Sklerose, Alzheimer), genetisch bedihgte Enzymmangelerkrankungen, Hepatitis 
B und C, Mukoviscidose, Hypercholosteremie, Mongolismus, Muskeldystrophie, 
[' _ Autoimmunkrankheiten GQrtelrose und Herpes, Psoriasis, CMV-Retinits, 

Morbus Crohn, Colitis Ulcerosa, Diabetes, erfolgea 

Die im Sinne der Erfindung eingesetzten Arzneistoffe sind dazu bestlmmt, am 
oder Im menschlichen oder tierischen KSrper Anwendung zu flnden, urn 

1 . Krankheiten, Leiden, KSrperschaden oder krankhafte Bepchwerden zu 
hellen, zu lindem, zu verhQten oder zu erkennen. 

2. die Beschaffenheit, den Zustand oder die Funktioneri des Kdrpers oder 
seelische ZustSnde erkennen lessen. 



3. vom menschlichen oder tierischen KOrper erzeugte Wirkstoffe oder 
KflrperflQssigkeiten zu ersetzen. 

4. Krankheitserreger, Parasiten oder korperftemde Stoffe abzuwehren, 
zu beseitigen oder unschSdlich zu machen oder 

5. die Beschaffenheit, deri Zustand oder die Funkttonen des Kdrpers oder 
seelische Zustande zu beelrtflussen. 
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Gebrauchliche Arzneistbffe sind Nachschlagewerken, wie z. B. der Roteh:L»st© 
' oder dem Merck Index zu entnehmen. - m - 

Insbesondere sind die Wirkstoffe Amphotericin B, Adriamycin zu nennen. 

Die Arzrieiform kann z. B. Zur Tnerapie von Tumoren, cardiovascularen 
Krankheiten oder rheumatischer Arthritis dienen. Ebenso ist die Gerrtherapie 
von Erbkrankheiten oder die prophylaktische Therapie solcher Erkrahkungen 
( •• -• mit Hiife der erfindungsgemaSen pH-sensltiven Poiymere als Bestandteil 

ehtsprechender Arzneifonrten in Zukunft denkbar. Gegehuber viralen Systemen 
zur Obertragung von Nukleinsauren in lebende Zellen, haben nicht virale 
System© generell den Vorteii, daB sie Jeichter herstellbar sind, keine Replication 
des Vektors involviert ist, und daR die Gefahr immunologiscrier Reaktionen 
garingerist. ; 

Mod , ifikationen,der Eigenschaften 

a^ Beelnflussuno der KonformatiQn dur ch Binduna weiterer MolekQIe 

Die Eigenschaften, z. B. die toxische bzw. membranolytische Wirksamkeit, der 
<Meth)acrylat-Copolymere auf rote Blutzellen und/oder MakropHagen-Typ 
Zelien oder deren physikalische Eigenschaften kannen durch die durch 
kovalente oder nebenvalente Kopplung mit anderen Molekulen insbesondere 
konformationsandemden Agenzien z. B. Farbstoffen, insbesondere 
hydrophoben Farbstoffen, z. B. mit Rhodamin B, modifiziert werden. Geeignete 
. Kopplungsmethoden fQr Carboxylgruppen-haltige (Meth)acrylat-Copolymere 
, sind dem Fachmann bekannt- 

Man kann z. B. ein mit einem Farbstoff, bevorzugt mit einem hydrophoben 
Farbstoffen, insbesondere mit Rhodamin B modifiziertes bzw. gekoppeltes 
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moaiflziertes (Meth)acarytat-Copolymer aus . ■- * 

; . " 25 bis 65 Gew.-% Methacrylsaure-Eihheiten und. * 
*. 75 bis 45 Gew.-% Einheiten von Ci- bis Ci2-Alkylestern der 
(Meth)acrylsaure erhalten. - 

Bevorzugt ist ein mit einem Farbstoff, bevorzugt mit einem insbesondere 
hydrophoben Farbstoffen, insbesondere ein mit Rhodarnin B modifiaertes 
(Meth)acrylat-Copolymer aus , 

40 bis 60 Gew.-% Methacryls#ure-Einhelten und 
60 bis 40 Gew.-% Ethyiacrylat-Einheiten: 

' Bevorzugt ist ein theoretisch ermitteltes Kopplungsverhaltnis, bei dem 5 bis 100 - 
%, bevorzugt 5 bis 20 %, der Oopolymer-Molekule mit einem FarbstoffimolekQI 
gekoppelt sirid. 

Die Kopplung bietet z. B. den Vorteii, daB das Lfisliehkeitsverhalten modifiziert 
werden kann. Man kann z. B. einen steilen Anstieg der Unloslichkeit im Bereich 
unterhalb von pH 6.5, z, B. im Bereich von pH 6,0 bis pH 5,0 erreichen (siehe 
Beispiei 6). , ' 

b) Erzeuduna von Komple xe durch Intermolekulafe Vemetzung 

Die Carboxylgruppen der (Meth)acrylat-Copolymere sind chemisch reaktiv uhd 
eigenen sich zur Modifikation mit .dem Zief der Erzeugung Komplexe durch 
intermotekulare Vernetzung. So lassen sich z. B. relativ leicht durch chemische 
Modikation mittels NHz-CHa-CHrSH SH-Gruppen in die (Meth)acrylat- 

Copolymere einfQhren. 
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Gber die 5'- und 3-standlgen OH-Gruppen vdri Nukleinsaurenkdnnen 
ebenfalls leicht mittels CQOH-CH2-CH2-SH SH-Gruppep in DNA und RNA; 
insbesondere Oligonukleotide, Antlsense-DNA oder Antisense-RNA eirigefuhrt 

warden. ■ . * 

* '• ' 

SH-modifizlerte (Meth)acrylat-Copblymere und SH-modifizierte Nukleinsauren 

KOnnen durch Bildung von S-S-BrOcken zu Komplexen vernetzt werden. Durch 

die Ziinahme im Molekulargewicht und die verirninderte Ldslichkeit werden die. 

Komplexe in Granula-Form insbesondere phagocytotischen Zellen zuganglich, 

was bei der Behandlung bestimmter Krankheitsbilder wie z. B. 

(Autb)immunerkrankungen von Vorteil sein kann. 

Die erfindungsgemaBen Polymere werden in Kombinatlon mit Wirkstoffen 
eingesetzt und bllden ein in der Regel partikulares Drug Delivery System. Dazu 
kann der Wirkstoff Qber eirien biologisoh abbaubaren Spacer an das Polymer 
gebunden werden. Bevorzugt sind jedoch auch Konjugate mit kationischen 
niedermolekularen Oder polymeren Substanzen. Zu nennen sind kationische 
Lipide wie Lipofectin, Polylysin, Po|ythy!enimin, Polyamlno(meth)acrylat oder 
Spermin urid Spermidine und deren Derivate. Dieser Komplex kann auch ein 
kationisches oder anionisches Liposom sein. 

Die an sich bekannten Komplexbildner kOnnen in unterschiedlicher w'eise 
wirkungsverstarkende Effekte aufweisen (z. B. Polyethylenimin). 

Weitere Bestandteile der Komplexe konnen hydrophile Polymere sein 
(Polyethylengykol, Polyvinylpyrolidon, Polylaktlde, Polyglykolide, Poiysaccaride 
und deren Derivate. Dlese Substanzen schutzen die Wirkstoffe vor 
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lnteraktlonen mit Bestandteilen des Blutes und veriangem die 23rkulation im 
Blut. •' , *... : 

Antlkdrper gegen zellspezifische Antigene Kfinnen far das zeitepezifische ■ 

Targeting verwendet werden. . '\ • ■ 

.■ ' 

Herstellung der partikularen Freigabesysteme erfolgt nach Ciblicher Technik, z. 
, B. durch direkte KompJexieoing in Lfisuhg, Trocknung lipidhaltiger LSsungen 
und Redisperglerung In Wasser, .gegebenenfalls unter Bnsatz von Ultraschall 
Oder Homogenisation. 

Bestandteil einer Arznefform, die der ublichen Technik der vorgesehenen 
Anwendung entspricht und eine sjchere unter vertragllche Therapie erlaubt Zur 
Verlangerung der HaJtbarkeit kdnneh die Arzneiformen gefrier- oder 
sprdhgetrocknet seln. 



t 



C7-. 
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BEISPIELE ' 

1. Copolymers der Beisbiele 1 bis 7 

Copolymer A: 
Copolymer aus 

50 Gew.-% Methacryisaure und 
50 Gew.~% Methylmethacrylat. 
( " Mittleres Molekulargewicht (Gewichtsmittel) = M w ca. 25.000. 

Copolymer B: 
Copolymer aus 

50 Gew.-% Methacryisaure und » 
50 Gew.-% Ethylacrylat. 

Mittleres Molekulargewicht (Gewichtsmittel) = Mwca. 25.000. 



Copolymer C: 
Copolymer aus 
30 Gew.-% Methacryisaure, 
35 Gew.-% Ethylacrylat und 
35 Gew.-% Methylacrylat . 

Mittleres Molekulargewicht (Gewichtsmittel) = M w ca. 25,000, 



Copolymer D: 

Copolymer aus 

30 Gew.-% Methacryisaure, 

70 Gew.-% Methylmethacrylat 

Mittleres Molekulargewicht (Gewichtsmittel) = M w ca. 25.000. 
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Copolymer E (nicht erfindungsgernSS) 

Copolymer aus ■ ■-. r 
40 Gew.-% Methacrylsaure, \ ». 

45 Gew.-% Methylmethacrylat und 
45 Gew r -% Methylacrylat ^ 

Mittleres Molekulargewicht (Gewichtsmittel) = M w .ca. 25.000. 

Copolymer L-1 00 (EUDRAGIT® L, nlcht erfindungsgemdB) 
Copolymer aus 

50 Gew.-% Methacrylsaure und 
60 Gew.-% Methylmethacrylat. 

Mittleres Molekulargewicht (Gewichtsmitfei) = Mw ca. 100.000. 

Copolymer L-1 00-55 (EUDRAGIT® L1 00-55, nicrrt erfindungsgema.il) 
. . .Copolymer aus 
50 Gew.-% Methacrylsaure und 
50 Gew.-% Ethylacrylat 

Mittleres Molekulargewicht (Gewichtsmittel) = M w ca 250.000. 

Copolymer S-1 00 (EUDRAGIT® L1 00-55, nicht erfindungsgemaR) ^ 
Copolymer aus 

30 Gew.-% Methacrylsaure und 
. 70 Gew.-% Methylmethacrylat. 
Mittlefes Molekulargewicht. (Gewichtsmittel) = M w ca. 100.000. 
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Beisoiel 1: 




PH Obergangsbereiche (I6slich zu uniasllch). 

Durch Mesisung der Lichtstreuung bei 37 °C und pH-Werten vort 3,0 bis 7^5 in 
Wasser Oolite untersucht werden, In welchen pH-Bereicheri die Copolymer© 
unldslicher Form vorliegen. Bei UnlOslichkeit geht die IntehsitSt der 
Lichtstreuung. 

• ■ * " " ' 

n?ft Frgahntesg fiind in flerfoloandeh Tabelle 1 daraestellt 

Tabelle 1 



Copolymer 


Methacryl- 
sSure 


Methyl- 

inettiacrylat 

[Gew,-%1 


Ethylacryiat 


Methylacrylat 

[Gew.-%} 


Mw ■ 
X10 3 
[moVoj 


PH- 

Berelch, 
in dem das 
Copolymer 
unlfislich 1st 


A 


50 


50 






25 


3.8-4,5 


B 


50 




SO 




25 


4.7-5,1 


C 


30 


35 


m 


35 


25 


5,0-5,6 


D 


30 


70 






25 


4,5-5,3 


E 


10 


45 




45 


25 


4,5-7,0 


L-100 


50^ 


50 






100 


3,7-4.3 


L-1 00-55 


50 




' 50 




250 


4,6-5,0 


S-100 : 


30 


70 






100. 


4,7-5,2 



Erqebpjs: 



Die (Meth)acrylat-Copolymere weisen niit Ausnahni© von Copolymer E reiativ 
schmale Obergangsbereiche von 0,4 bis 0,7 pH-Einheiten auf, in derien 
UnldsHchkeit auftritt. 
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Copolymer E scheint aufgrund seines geiingeh Gehattes vorvIO Gew. : % • 
Mqpomeren mit Carboxylgrupperiresten einen weitereh pH-Obergangsbereich 
von 2,5 pH-EInheiten aufzuweisen. 

• •»•*• 

. / • 1 • . • !• 

/ ■ . 

Das Molekulargewicht scheint praktisch keinen Einflufi auf das t 
Laslictikeitsverhaiten der Copolymers zu tiaben. , 

Beispiel 2 : 

KonzentrationsabhSngige hamolytisch© Aktivitat bei pH 7,4 

Der Cytotoxicitats-Test mit menschlichen roten Blutzellen wurde in Anlehnung 
an die Methode von Murthy et al. ausgefQhrt (N. Murthy; J.R. Robichaud, D.A. 
Tirell, P.S. Stayton, and S. Hoffman. The design and synthesis of polymers for 
eukaryotic membrane disruption. J. Controlled Release, 61: 137-143 (1999). 

Dabei warden menschlichen rote Blutzellen (Red Blood Cell = RBC) durch 
Zentrifugation in Gegenwart von K3 EDTA erhalten. Die Zellen warden dabei fQr 
5 min bei 4 °C und 200 g sedimentiert und anschlieliend drelmalig durch 
emeute Zentrigation und Aufhahme in Phosphat-gepufferte Saline (PBS-Puffer, 
34 mM, pH 7,4,. 0;9 % NaCl Gew.A/ol. (75 mWI)) gewaschen. Die Zellzahl der 
resultierenden Suspension kann mit einem Hamocytometer bestimmt werden. 

Der Hamolyse-Test wlrd ausgefQhrt durch Zugabe der menschlichen roten 
Blutzellen (RBC) im jewelilgen Medium zur einer Copolymer-Suspension bei 
einer Zellkonzentratlon von 1 x 1 0 8 RBC/ml. Der Ansatz wird fOr 20 min bei 37 
P C inkubiert. Der Grad der Hamoiyse wurde durch spektrometrische 
Bestimmung des aus lysierten Zellen freigesetzten Hemoglobins im 
ZentrifugationsQberstand bei 541 nm ermittelt: 
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Die Ergebhisse sind in der folgenden li 



fHamolytische Akfiyita m oei P ri 7.4 
bei e'inerCopolymw-Konzentratlon in 

Ho" 




^ lymS re B . C .u- D «*n * 500 ana 

H ' . ... hal nH 7 x nie hamolyt sche Aktivitat von 

von 5 % (Toxicitatsschwelle) bei pH 7,4. uie nan 

Copolymer B ist dabei geringer als die von C und P- . 

„ , r _ & = ,_ 10 0 L-i00-55undS-100wirkenauo'hbeihohen 

10.000 WJAni eine geringe harnolyttsche AWiyMt. . - . 

'«. Copolymer A und B uiters^en *M ^ 

•Etnylaontet. Das efcvas todiEEfififeeii Copolymer B,stbare,ts 
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hamolytisch. Das Copolymer A ist dagegen audi bei i 0.000 ug/ml nicht 
hamolytisch. 



Beisoiei 3: Hamolvtische Wirftung der Copolymers B- L-1 00-55 und C bei 
verschiedeneh Konzenfratibnen bei pH 5,0 und p.H 5.5. Die Ergebnisse sind in 

der folgenden Tabelle 3 dargestellt. 
'•• Tabelle 3 



Copolymer 


PH-Wert . 


HamolyUsche AKtlvnat [%] * 

bei einerCopoIymer-Kpnzentration In 

ftigAnq 






25 


50 


100 


150 


250 


B 


5,0 


10 


80 


80 


80 


80 


B 


5,5 ' 


50 , 


90 


95 


90 


90 


L-10O-55 


5,0 


<s 


60 


60 


80 


80 


L-100-55 ■ 


5,5 


5 


55 


75 


90 


90 


C 


5,0 


<5 


<5 


10 


50, 


80 


C 


5,5 . 


5 


50 


80 


85 


85 



Eroebnis: 

Copolymer B ist bei pH 5,0 und bei pH 5,5 starker hamolytisch als Copolymer 
C, insbesondere bei niedrigen Konzentrationen von 25 und 50 ug/ml. Bei pH 5,5 
und 1 50 ug/ml sind beide Copolymere sehr wlrksam. Copolymer L-1 00-55 
unterscheldet sich von Copolymer B durch das hfihere Molekulargewicht. Die 
hamolytische Aktivitat von Copolymer B ist bei pH 5,0 und bei pH 5,5 bei 25, 50 
hoher als die von Copolymer L-100-55, sowie bei pH 5,5 und 1 00 um/ml. 



Beisoiel 4: 

Hamolytische Wirkung bei einer Copolymerkonzentration von 150 ug/ml urid 
verschiedenen pH-Werten. 

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle 4 dargestellt 
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Tabelle 4 




Copolymer 


Mw 


Hamolytische AktivftSt [%] bei pH 




X10? 


Dei elner Cppolymer-Konzentratfon von " 




mom 


150 fog/ml] 












5,5 , 


6,Q 


6,5 


7,0 


7,5 


A, 


25 


<5 , 


<5 


<5 


<5 


.<*■ 


B 


25 


80, 


55 


<5 


<$ 


<5 


C 


25 


90 


55 


<S 


<5 


< 5 , 


D 


25 


*5 


5 


<5 


<5 


<5 


E • 


25 


<5 


<5 


< 5 


<5 


<5 


noo 


100 


<5 


*•? 


<5 


<5 


<5. 


L-1 00-55 


250 


95 


60 


<5 


*5 


< 5- 


S-100 


.100. 


<5 


<5 


<s5 


<5 


<5 



Eroebnis: V . 

Die Copolymer B, C una! 1 100-55 zeigen in einer Konzentration von 150 ug/ml 
im Bereich von pH 5.5 bis 6,0 starke hamolytische Akttvitat. Alle Copolymere 
enth'alten Ethvlacrvlat a ls Co-Monomer. Das Mw yon L 100-55 1st jedoch fur 
Anwendungen zu hoch. 



BgjgDjeJ 5: 

Die Wirkung der Copolymere auf MakrophagenrZelltypen sollte untersucht • 
warden' Im Gegensatz zu roteh Blutzellen bei denen die Zelliyse vermutlich 
hauptsachlich durch eine Interaktioh der Copolymere mit der auSeren Zell- 
Membran erfolgt, konnen die Makrophagen-Zelltypen die Copolymere aktlv 
aufnehmen, so daft davon auszugehen ist, daB hier andere Weehselwirkungeo 
eine Zelliyse verursachen k6nnen. Da die Bestimrriung der Zelliyse relatlv 
ungenau'ist, werden zwei Test-Systeme komblnlert: Der MTT-Test auf 
Oberlebende Zellen Urid der LDH-Test auf abgetotete Zellen 
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MTT-Test (Inhibierung von Zellen elner MakrophagervTyp Zelllinie). 
Der colorimetrische Test weist tebende Zellen nach, die den gelben MTT- 
Farbstoff zu einem dunkelblauem Formazan-ProduW reduziereh. Per Test 
f eignef sich zum Nachweis von CytetoXltat, Zellproliferation und Zellaktivierung. 
Dienen (siehe z. B. T. Mosmann. Rapid colorimetric assay for cellular growth 
and survival: Application to proliferation and cytotoxicity assays, J. Immunol. 
Meth. 65:55-63 (1983)). 

, J 774 Maus Makrophagen-Typ Zellen werden in DMEM-Medium. enthaltend 10 
VolA/ol.-% ffitales bovines Kalbereerum (vprbehandelt 56 °C, 30 min) und 1 
VoWol-% Penicillin G, suspendlert. Die Zellen werden zu 1 00 Ml Portionen, 
enthaltend 5 x 10 3 Zellen, in eine Mikrotiterplatte mit 96-Kavitaten verteilt und 
fur 24 h bei 37 *C unter f-feO gesattigter Atmosphere enthaltend 5 % C0 2 
inkublert. Es werden 20 ul steriler Copolymerlosung in Phosphatpuffer 
zugegeben und Reihen-Verdunnungen von 0,5 mg/ml bis 0,003125 ausgefuhrt 
(Kontrollen erhalteh Phosphatpuffer ohne Copolymer). Ansch'lielJend wird fur 
weitere 48 h inkubiert. 

Aus einet sterilen MTT-Ldsung (MTT - S^^S-dimethylthiazol-Z-yO-ij.S-diphenyl- 
tetrazolium-bromid) in Phosphatpuffer (5 mg/ml) werden 10 ug in jede Kavitat 
. gegeben und fur weitere 3 h bei 37 °C inkublert. AnschlieUend werden 100 pi 
einer 10 Gew.A/ol-% Natriumdodecylsulfat-Lesung (SDS) in 0,01 HCI . 
zugegeben urn reduziertes MTT zu solubilisleren. Es erfolgt eine 
spektrometrische Messung der Absorption nach 24 h bei 570 nm, die bezogen 
auf eine 100 % Oberlebensrate Im Kontrpllversuch ohne Copolymerzugabe, 
ausgewertet wird. 
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Der colorimetrisch© Test weist aus abgetfiteten Zelleh freigewordene 
Lactosedehydrogenase (LDH)-Aktivitit nach. Der Test wird analog zum MTTV 
test mlt J774 Zelleh in Mikrotiterplatten ausgefhhrt. Nach 48 h Inkubation 
werden Je 4 pi des Oberstandes mit eihem hahdelsOWichenLbH-Test-Kit auf 
LDH-Aktlvitat getestet. Die Auswertung erfolgt bezogen auf eine iOO % Zellyse 
(Toxicitat) im Kontrollversuch ohne Copolymerzugabe. Der 100 % - Wert wtrd 
dabei nach Inkubation eines Zell-Allquots in Gegenwart von Triton X-100 zur 
vollstandigen Zelllyse bestimmt , ; . 

Die Ergebnisse sind in derfolgendenTabeJle_5 dargestellt. 
Tabelle 5 - 



Copplymer 


MAA 


MMA 


EA 


MA 


MTT-Test 
% MTT 

(lebende Zellen) 


LDH-Test . 
% LDH 

(abgetetete Zellen) 

< 












0,03125 
[mg/ml] 


0.5 
[mg J mlj 


0.03125 
[mg/ml] 


.0,5 
[mg/ml] 


A 


50 


50 






90 


110 


<5 


<5 


5 


50 




50 




35 


20 


35 


40 


C 


30 


35 




35 


105 


ao 


<5 




D 


30 


70 






100 


100 • 


<5 


<5 


E 


10 


45- 




45 


100 


<6 


<5 


40 



MAA ~ [Gew.-%] Methacryls^ure 
MMA= [Gev\r>%] Methylmethacrylat 
EA » [Gew.-%] Ethylacrylat 
MA = [Gew.-%] Methylacrylat 
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Ergebnis: 

Die WTTT-f est und LDH-Test efoaitenen MeBwerte stimmeh quklitetiv Oberejo. 
Copolymer B ist far die J774 bereits in geringer Konzentration am toxischsten. 
Bei den Copolymeren A und p kohnte keine toxische Wirkung festgestellt 
werden. Copolymer E,.das bei roten Bluteellen In Beisplel 4 keine Hamolyse 
verureacht, erweist sich in einer Konzentration von 0,5 mg/ml als toxisoh fur die 
J774 tellen. Copolymer C erweist sich In einer Konzentration yon 0;5 mg/ml als 
ielcht toxisch fQr die J774 Zeilen. 



BeispteLS 

PH-abhangige Konformations-Anderung (Transition) der Copolymer© A bis E. 
Pyrene Fluoreszens 

Der Fluorezens-Farbstoff Pyrene kann dazu verwendet werden, die Transition 
pH sensitiver Polymer© bei unterschiedlichen pH-Werten zu verfolgen (siehe z. 
B.: K Kalyanasundaram and J- K. Thomas^ Environmental effects on vibronic 
band intensities in pyrene monomer fluorescence and their application in 
studies of micellar systems, J. Am. Chem. Soc. 99:2039-2044 (1977)). 

Die Ubergange von hydrophilen Knauelstrukturen (Coil) zu hydrophoben 
Globulinstnukturen gehen einher mit einer Veranderung des Huoreszens- 
Verhaltnisses bei den Wellenlangeii U " 372 nm und h = 383 run (h / b- . 
Verhaltnis). Zur Messung wird Pyrene einfach der Copolymer-Lflsung 
zugegeben. 

Die Ergebnisse sind in derfolgenden.j^beHejS dargestellt. 
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^oiymere A wd 8 (50 W» 

ausgepUteste TransHiori von P H 7.4 nach pH 5,5, gefolfl. von don 
Copo^eren C und D (30 Gew.-* E (10Gew. 

M «h=av1saure) zelgt praWlsch kein TransiSonsverhalten. Das 
Methacryls&urejzetgip Mstna crylaaui*-Gehalt der Copolymore zu 

TransltionsverhaltanschemtmltdamMemactyiaaura (s iahe 

korrelieren; jedoch nlcht mil der hamolytiachen Aklitiviial der Copolymer* (stone 

Beispiele2und4). 

Reis plel 7 

. Kopplung von Copolymer B rnU dem FarbsW, Uaa^lRhodamln B, \ 
. nerTeatwlrdwIeln K. Abdeltaoul, M. Bouatta. M.Ven. H.Mpriam. MManfalt. 

ZL*^ *********** ^T^ZZ 

^ , ™iin« iPEDCi) wurde durch 1 ,3-diisopropylcarbod.im.de (DIPW 
"CslnMJgen^ae.ztDieReak.lon^furATa^ausgefuhrt 
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250 mg Copolymer B wurden in 1 ml zuvor destilliertem Tetrahydroturan (THF) 
gelfist AnschlieGend wurden 0.5 mg/ml (3 x 1 0 -3 mmol) 1 ,3-Di-lsgpropyK- 
$arbodiimid (DIPC) zur Aktivierung der Carboxylgruppen zugegeben. Nach 30 : 
min wurden katalytische Mengen Triethylamin und 4-(Dimetnyt-amino)-Pyridin 
und Lissamine® Rhodaniln B Ethyen-di-Amin (1 mg/ml ■ 1,5 x 10 mmol), 
gelfist in wasserfreiem NJN-Dimethylfermamid zugegeben. Der Reaktionsansatz. 
. wurde for 96 h unter Argon im Dunkeln bei Raumtemperatur In kubiert. 

Der Reaktionsansatz wurde durch eln 0,2 urn Filter zur Entfemung des 
prazipitierten DIPC-Nebenproduktes gegeben. Das enthaltene THF wurde unter 
Vaccum abgezogen. Das'Roh-Produkt wurde In Chloroform/Ethanol (85/15 
vol./vol.) gelost Ober elne Silica-Gel-SSule wurden das nicht gekdppelle urid 
das gekoppelte Copolymer getrennt. Der Elutionsvorgang wurde dabei durch 
DGnnschiChtchromatographie Oberwacht Die entsprecHenden Fraktlonen 
wurden vereinigt und das Losemittel unter Vacuum abgezogen. Der ROckstand 
wurde in THF aufgenommen und gegen eine 3.500 Dalton Membran dialysiert ' 
fOr 3 Tage gegen Wasser/Methanol (50/50), urn Reste nicht kovalent 
gebundenen Rhodamin B zu entfernen. Danach wurde die Dialyse fQr 2 Tage 
gegen Phosphatpuffer pH 9 und fur 2 weitere Tage gegen destilliertes Wasser 
fortgesetzt. Das erhaltene Produkt wurde fur 72 h gefriergetrocknet 

Der Rhodamin B-Gehalt im Copolymer wurde durch Spektrofluorometrie in 
Methanol be! Raumtemperatur bestlmmt (Aew = 560 rim, Aem = 580 nm). 

Die Ausbeute betrug 83 % purpurfarbenen Copolymers. Es wufde eine 
Rhodamin B-Bindung von 0,04 mol-% ermittelt, was bedeutet, daU theoretlsch 
eln von 9 Copolymer-MolekOlen mit einem Rhodamin-MolekGI gekoppelt ist. 
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Das Ldslichkeitsverhalten bei verschiedenen pH-Vverten sollte im Yergleich zu 
nicht mit Rhodamin B gekoppettem Copolymer B geprQft werden, • . 

• & 

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle 7 d argestellt \ 

• • • • i i 

IabsiiaX 





Unieslichkelt (PrS^iwtgflon) in [%] bei pH-Wert 


PH 


4.2, 


4,5 


5,3 


5,6 


6,0 


7,0 


Copolymer B 


100 


70 


5 


<5 


<5 


<5 


Copolymer B- 
Rhodamin B 


70 


70 


100 


\ 10 


<5 


<S 



Eroebnts: 

Die Rhodamin-Kopplung von Copolymer B bewirkt elne deutliche Anderung des 
Loslichkeitsverhaltens. Es erfolgt ein steiler Anstieg ab ca. pH 5,6 zu 100 % 
Unldslichkeit bei pH 5,3. In Gegensatz dazu zeigt das nicht gekoppelte 
Copolymer B erst bei pH 4,2 100 % Unldslichkeit. per Anstieg in dlesen Berelch 
erfolgt deutlich flacher ab ca. pH 5,3. 

• i 

Beispiel 8 

Herstellverfahren: Es wird jewelis ein Beispiel fQr die Herstellverfahren 1 und 
gegeben. Die Mengenanteile konneh vwe in der nachstehenden Tabelle 
angegeben variiert warden* 

Aus den MeBwerten der Vlscositit n sp8Zte (cm 3 /g) kahn die Molmasse (Mw, 
Gewichtsmittel) bezogen auf die Viscositat von Polymethylmethacrylat (PMMA) 
bei 25°C in CHCb naherungsweise berechnet warden. Man benutztdazu die 
nachstehende empirisch ermittelte Formel: 
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M U,976-10- 3 J 



I 

796 



1 



He^ej[yerfj 

In einem Reaktionsgefali mit 2 1 FassungsvermOgen, ausgerOstet mit 
RQckfluBKQhler, Ruhrwerk und ZulaufgefSH wurdeii 1430 g dest. Wasser, 3,78 9 
Natriurnlaurylsulfat, 12,6 g Po!yoxyethylen-20-Sorbitanmonooleat und 1,26 g 
Ammoniurriperoxodisulfat, geldst in 20,g dest. Wasser, vorgelegt Zu dieser 
Lfisung wurde bei 81 °C eine Monamerrhischung bestehend aus: 

270 g Ethyfacrylat 

270 g MethacryisSure 

27 g 2-Ethylhexylthioc!ycolat 

•j 1 : 

innerhalb 2,5 Sturiden zudosiert. . 

Nach Zulaufende wurde der Ansatz njoch 2 Stunden bei 81 °C gehalten, ein 
Gtemisch von 0, 1 76 g Silicon-^Antischaumemulsion SE-2MC und 10 g dest. . 
Wasser, zugegeben und im Vakuum bei ca. 300 mbar 95,42 g dest. Wasser 
abgezogen und auf Raumtemperatur abgekGhlt. Die Dispersion hat einem 
Feststoffgehait von 30%. 

Herstellverfahren 2 

In einem Reaktionsgefali mit 2 1 Fassungsvermogen, ausger&stet mit 
ROckfiuRkuhler, Ruhrwerk und ZulaufgefaG wurden 774 g dest .Wasser, 1,092 g 
Natriurnlaurylsulfat und 1 ,4 g Natriumperoxodisulfat, geiast in 1 0 g dest. 
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Wasser, vorgslegt Zu dieser LSsung wurde bei 75°C eine Emulsion bestebend 
aus: . ' , _ ' < 

390 g Methylacrylat . - , . ■ 

150 g Methylmethacrylat 
60 g Methacrytsaur© 

1,0085 N^triumlaurylsulfat 1 
7 g Polyoxyethylen-20-Sorb"rtanmbnooleat 
30 g 2-Ethylhexylthioglycoiat ^ 
820,99 g dest. Wasser 

innerhalb4 Stunden zudosiert ' 
Nach Zulaufende wurde der Ahsatz noch 2 Stunden bei 75'C gehalten, ein 
Gemisch aus 0.21 g Silicxjn-Antischaumemulsion SE-2MC und 1 0 g dest 
Wasser, zugesetzt und bei ca. 300,mbar 120 g dest. Wasser abgezogen und 
auf Raumtemperatur abgekuhlt. Die Dispersion Hat einen Feststoffgehalt von 
30%. 
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PATENTANSPRUCHE* «. 

1. PH-sensitives Polymer, das ein (Meth)acrylat-Copolymer aus - 

20 bis 65 Qew.-% Metha oylsaure-Eintieitien und . 

75 bis 35 Gew.-% Einhaiten yon C,r bis Cie-Alkyfestem der , . . ' 

(Meth)acrylsaure ist, • . ' ' > 

dadurch gekennzeichnet, daB ; 
es ein Molekulargewicht im Bereich von 1.000 bis 50.000 g/mol aufweist 

und in ©iner Konzentration von 150 jjg/ml im. Cytotoxicitats-Test mit 
menschlichen roten Blutzellen bei pH 5,5 eine Hamolyse von mindestens 
60 % und bef pH 7,4 eine Hflmolyse von weniger als 1 % bewirkt. 

2. PH-sensitives Polymer nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi 

' - * * .* 

esein 

ein (Meth)acrylat-Copolymer aus 

20 bis 60 Gew.-% Methacrylsaure-Einheiten und 
. . 60 bis 80 Gew.-% Methylmethacrylat -Einheiten ist. 
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3. PH-sehsitives Polymer nach Anspruch i. dadurch gekennzelcHnet daB 
es ein 

ein (Meth)acrylat-Copolymer aus 

* . \ ■ 

40 bis 60 Gew. T % ^ MethaqfyJsaur^.hneiten und . 
60 bis 40 Gew.-% Ethylacrylat-EinheSten ist 

4. PH-sensitives Polymer nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, da(X 
. es ein 

ein (Meth)acrylat-Copolymer aus j * 

40 bis 60 Gew.-% MethacrylsSure-Einheiten, 
60 bis 40 Gew.-% Ethylacrylat-Einhelten und 
2 bis 20 Gew.-% Butyimethacrylat ist ' 

5. PH-sensitives Polymer nach Anspruch i, dadurch gekennzeichnet, dall 
esein 

ein (Meth)acrylat-Copolymer aus 

40 bis 60 Gew.-% Methacrylsaure-Einheiten, 
60 bis 40 Gew.-% Ethylacrylat-Einheiten und 
0, 1 bis 2 Gew.-% Einheiten eines Cb- bis C 12 -Esters der Acryl- 
' ' oder Methacrylsaure ist 
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6. PH-sensftives Polymer na(^ einem Oder mehreren der AnsprGche 3 bis 
. 5, dadurch gekennzeichnet, daB es bei einer Konzentration von 0,03125 
mg / ml im MTT-Test mit dem Maus-Makrbphagen-Zelltyp J774A.1 
(ATCC TIB-67) einen Wert von hdchstens 50 bezogen auf eine'100 % , 
Oberiebensrate im Kontrollversuch bewlrkt. 

* * . 

7 # PH-sensitiyes Polymer nach eiriem dder mehreren der AnsprOch© 3 bi? 
5, dadurch gekennzeichnet, daB bei einer Konzentration von 0,03125 mg 
/ ml im LDH-Test mit dem Maus-Makrophagen-Zelltyp J774A.1 (ATCC 
TIB-67) einen Wert von mindestens 20 % bezogen auf 100 % Zelllyse 
(Toxicitat) im Kontrollversuch bewirkt 

8. PH-sensitives Polymer nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dali 
esein 

s 

'• I 

ein (Meth)acrylat-Copolymer aus 



20 bis 40 Gew.-% MethacrylsSure-Einheiten und 
25 bis 45 Gew.-% Methylmethaqylat -Einheiten, 
25 bis 45 Gew.-% Ethylacrylat-Einheiten ist. 

9. PH-sensitives Polymer nach einem Oder mehreren der AnsprGche 1 bis 
8, dadurch gekennzeichnet, claS es als Konjugat mit einem 
pharmazeutisch wirksamen nattirlichen Oder synthetischen BiomolekOl 
Oder einem pharmazeutische \Anrkstoffvorliegt. 

10. PH-sensitives Polymer nach einem bder mehreren der AnsprGche 1 bis 
8, 'dadurch gekennzeichnet, daf! es ein mit einem 
konfbrmatiortsanderndenAgens gekoppelt 1st 
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11 . PH-sensitives Polymer nacTi einem dder mehreren der Anspruche 1 bis 
8, dadurch gekennzeichnet, daB es Bestandteil eines nach ohemischer 
Modifikation (iber NuWeinsSuren vemetzten Komplexes ist 

12. Varfahren zur Herstellung eines pH-sensitives Polymers riach einem • 
oder mehreren der Anspruche 1 bik 1 1 durch fadikalische Polymerisation 
der Monomeren in Gegenwart von Polymerisatlonsinitiatoren und 
Molekulargewichtsreglern mittels Block-, Perl- oder 
Emulsionspolymerisation, Grupperitransfer-Polymerisation (GTP), Atbnv 
Radlkal-Transfer-Polymerisation (ATRP) und Austragen des 
Polymerlsats, dadurch gekennzeichnet, daB das Polymerisat in einem . 
organischen Lflsemlttel geiestwird, durch mehrfache Dialyse gegen 
Wasser gereinlgt und anschlieBend gefriergetrocknet wird. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB man als 
Molekulargewichtsregler Dodecylmercaptan und/oder 2- 
Ethylhexylthioglycolat elnsetzt. 

1 4. Verwendung elnes PH-sensitiven Polymers nach einem oder mehreren 
der AnsprQche 1 bis 1 1 als Trager fur natOrliche oder synthetische 

v' : '^|^ BiomolekQIe oder pharmazeutische Wlrkstoffe gegebenenfalls als . 

Bestandteil von Mirkopartikeln, Nanopartikeln, Liposomen, Emulsionen 
und/oder Lipidvisikeln. 

16. Verwendung nach Anspruch 1 4 als Trager fur Lipid©, Proteins, Peptide, 
Nuklelnsauren (DNA und RNA), Insbesondere Oligonukl&otide, 
Nucleoside, Antisense-DNA oder Antisense-RNA, Nukleotlde, Toxine, 
Immunotoxine, Antikorper oder Fragmente von Antikdrpem. 
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16:Verwendung nach Anspaich14 a(s Trager fur. pharmazeutische : . . 

WirkstoffeausdenWIrkstoffWassenAn^ 
, AritirheumatTka, Antibiotika, Antilnfektiva, Antiparklnsonmittel, 
Artipsoriatika, Antitumormlttel, Dermatlka. Gichtmittel, . ; 
Immunregulatoren, Magen-Darmmittel, neurotrppe Mitel, Ophtalmika, 

Zytostatika. 

' 17.Verwendung.des eines pH-sensitives Polymers nach einem oder 
. melirerenderAnsprQcheibisllalsBestandteileinerdermalen. 

transdermal, parenteralen, nasalen, pulmonalen, vaginalen oder 

oralen Arzneiform. 

18 Verwendung nach Anspruch .17 in einer Arzneiform zur Therapie von 
Krebs, Inflektlonan (einschlleftlich HIV), Herz-Kreisiauferkrankungen (z. 
B. Arteriosklerose), Arthritis, neurodegenerative Erkrankungen 
(Parkinson, Multiple Sklerose, Alzheimer), genetisch bedlngte 
Enzymmangelerkrankungen, Hepatitis B und C, Mukoviscidose, 
Hypercholosteremie, Mongolismus, Muskeldystrophle, 
Autoimmunkrankheiten GOrtelrose und Herpes, Psoriasis, CMV.Retinits, 
Morbus Crohn. Colitis Ulcerosa Oder Diabetes. 
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ZUSAMMENFASSUNG • » 

. . . * 

Die Erfindung betrifft ein pH-sensitives Polymer, das ein (Meth)acrylat- 
Copolymer aus 20 bis 65 Gew.-% Acrylsaure- und/oder Methacrylsaure- .• 
Einheiten und 75 bis 35 Geyy,-% Einheiten von C,- bis Cis-Alkylestern der 
(Meth)ac^lsiure ist. daduWgekennzei<*n* dafi es ein Molekulargewlcht to 
Bereichvon 1XJ00 bis 50.000 g/mol aufweist und in eioer Konzentration von 150 
ug/ml im Cytotoxicitats-Test mit menschllchen roten Blutzellen bei pH 5,5 eine 
Hamolyse von mlndestens 60 % und bei pH 7,4 eine Hamolyse von weniger als 
1 % bewirkt. Die Erfindung betrifft welterhin die Verwendung dee pH-sens.tiven 
Polymers als Trager fQr pharmazeutisch wirksame Biomolekule oder 
pharmazeutische Wirkstoffesowie als Bestandteil entsprechender 

Arzneiformen. i - 
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